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DESCRIPCION

Ureas 1-(3-aminoindazol-5-il)-3-fenilmetil-ciclicas ttiles como inhibidores de proteasa del HIV.

Esta invencidn se refiere en general a ureas 1-(3-aminoindazol-5-il)-3-fenilmetil-ciclicas que son utiles como in-
hibidores de proteasa del HIV, a composiciones farmacéuticas y a conjuntos de materiales y utensilios para diagnosis
que las comprenden, y al uso de las mismas en la fabricacién de un medicamento para el tratamiento de la infeccién
por HIV.

Dos retrovirus distintos, que son el virus de la inmunodeficiencia humana (HIV) del tipo 1 (HIV-1) o del tipo 2
(HIV-2), han sido etiol6gicamente vinculados a la enfermedad inmunosupresiva llamada sindrome de inmunodefi-
ciencia adquirida (SIDA). Los individuos seropositivos para el HIV son inicialmente asintomdticos pero desarrollan
tipicamente el complejo relacionado con el SIDA, seguido por el SIDA. Los individuos afectados presentan inmuno-
supresion severa que les predispone a contraer infecciones oportunistas debilitantes y finalmente fatales.

La enfermedad del SIDA es el resultado final de la evolucién que se produce cuando un virus HIV-1 o HIV-2
sigue su propio ciclo vital complejo. El ciclo vital del viriébn comienza al unirse el virién a la célula inmunolégica
consistente en el linfocito T-4 humano huésped por medio de la fijacién de una glicoproteina de la superficie de
la envoltura protectora del virion a la glicoproteina CD4 del linfocito. Una vez unido, el virién se desprende de su
envoltura glicoproteica, penetra en la membrana de la célula huésped, y descubre su RNA. La enzima del virion,
es decir la transcriptasa inversa, dirige el proceso de transcribir el RNA a DNA de una sola hebra. E1 RNA viral es
degradado y es creada una segunda hebra de DNA. El DNA ahora de doble hebra es integrado en los genes de la célula
humana, y esos genes son usados para la reproduccién celular.

En este punto, la célula humana lleva a cabo su proceso reproductivo usando su propia RNA polimerasa para
transcribir el DNA integrado a RNA viral. El RNA viral es traducido a la poliproteina de fusién gal-pol precursora. La
poliproteina es entonces segmentada por la enzima proteasa del HIV para producir las proteinas virales maduras. Asi,
la proteasa del HIV es responsable de regular una cascada de eventos de segmentacion que dan lugar a que la particula
virdsica madure convirtiéndose en un virus que es capaz de presentar plena infectividad.

La tipica respuesta del sistema inmunolégico humano, consistente en matar al virién invasor, es puesta a prueba
porque una gran parte del ciclo vital del virién transcurre en un estado latente dentro de la célula inmunoldgica.
Ademads, la transcriptasa inversa viral, que es la enzima que es usada para hacer una nueva particula virdsica elemental,
no es muy especifica y ocasiona errores de transcripciéon que redundan en glicoproteinas continuamente variables en
la superficie de la envoltura protectora virdsica. Esta falta de especificidad hace que disminuya la eficacia del sistema
inmunolégico porque los anticuerpos que son producidos especificamente contra una glicoproteina pueden ser intitiles
contra otra, con lo cual se ve reducido el nimero de anticuerpos que estdn disponibles para combatir el virus. El virus
sigue reproduciéndose mientras el sistema de respuesta inmune sigue debilitindose. Finalmente, el HIV domina en
gran medida el sistema inmunoldgico del cuerpo, permitiendo que se establezcan infecciones oportunistas, y sin una
administracién de agentes antivirales, inmunomoduladores o ambos, puede producirse como resultado final la muerte.

Hay al menos tres puntos decisivos en el ciclo vital del virus que han sido identificados como posibles objetivos
para las drogas antivirales: (1) la unidn inicial del virién al sitio del linfocito T-4 o macréfago, (2) la transcripcion del
RNA virésico a DNA virésico (transcriptasa inversa, RT), y (3) el ensamblaje de la nueva particula virésica durante la
reproduccion (p. ej. 4cido aspdrtico proteasa del HIV o proteasa del HIV).

Los genomas de los retrovirus codifican una proteasa que es responsable de la elaboracidn proteolitica de uno o
varios precursores de poliproteina tales como los productos génicos pol y gag. Véase Wellink, Arch. Virol. 98 1 (1988).
Las proteasas retrovirales transforman muy cominmente el precursor gag en las proteinas nucleares, y transforman
también el precursor pol en transcriptasa inversa y proteasa retroviral.

La correcta transformacion de las poliproteinas precursoras por parte de la proteasa retroviral es necesaria para
el ensamblaje de los viriones infecciosos. Se ha demostrado que la mutagénesis in vitro que produce virus proteasa-
defectivos conduce a la produccién de formas nucleares inmaduras a las que falta infectividad. Véase Crawford et al.,
J. Virol. 53 899 (1985); Katoh et al., Virology 145 280 (1985). Por consiguiente, la inhibicién de la proteasa retroviral
constituye un atractivo objetivo para la terapia antiviral. Véase Mitsuya, Nature 325 775 (1987).

La capacidad de inhibir una proteasa viral proporciona un método para bloquear la replicacion viral y por consi-
guiente un tratamiento para enfermedades virdsicas, tales como el SIDA, que puede tener menos efectos secundarios,
puede ser més eficaz y puede ser menos susceptible de sufrir resistencia a las drogas en comparacién con los trata-
mientos actuales. Como resultado de ello, estdn siendo actualmente comercializados tres inhibidores de proteasa del
HIV, que son el saquinavir de Roche, el ritonavir de Abbott y el indinavir de Merck, y estdn en pruebas clinicas los de
una serie de potenciales inhibidores de proteasa, como p. ej. el VX-478 de Vertex, el nelfinavir de Agouron, el KNI-
272 de Japan Energy y el CGP 61755 de Ciba-Geigy.

Como queda evidenciado por los inhibidores de proteasa que estdn siendo actualmente comercializados y usados
en pruebas clinicas, han sido estudiados como potenciales inhibidores de proteasa del HIV los de una extensa variedad
de compuestos. Han sido objeto de considerable atencién las ureas ciclicas mononucleares. Por ejemplo, en la Soli-

2



ES 2 202 645 T3

citud Nimero W094/19329 al amparo del PCT (PCT = Tratado de Cooperacién en Materia de Patentes), Lam et al.
describen genéricamenteureas ciclicas de la férmula:

0

22 23
R AN /Lk /R

N N

R R’
HO OH

y métodos para preparar estas ureas. A pesar de que los presentes compuestos quedan dentro de la descripcion de
Lam et al., los mismos no estin descritos especificamente en dicha publicacién.

La US 5.532.357, de Rodgers et al., se refiere a métodos para la preparacion de ureas ciclicas asimétricamente
sustituidas que son ttiles como inhibidores de proteasa del HIV.

Incluso con el actual éxito de los inhibidores de proteasa, se ha comprobado que los pacientes con HIV pueden de-
venir resistentes a un inhibidor de proteasa individual. Es por consiguiente deseable desarrollar adicionales inhibidores
de proteasa para combatir adicionalmente la infecciéon por HIV.

En consecuencia, un objetivo de la presente invencion es el de aportar nuevos inhibidores de proteasa.

Es otro objetivo de la presente invencion aportar composiciones farmacéuticas con actividad de inhibicién de pro-
teasa que comprendan un vehiculo farmacéuticamente aceptable y una cantidad terapéuticamente eficaz de al menos
uno de los compuestos de la presente invencion o una sal o forma de prodroga farmacéuticamente aceptable del mismo.

Es otro objetivo de la presente invencién aportar un nuevo uso de un compuesto en la fabricaciéon de un medica-
mento para tratar la infeccién por HIV.

Es otro objetivo de la presente invencion el de aportar una combinacidn terapéuticamente eficaz de (a) uno de los
compuestos de la presente invencion y (b) uno o varios compuestos seleccionados de entre los miembros del grupo que
consta de inhibidores de transcriptasa inversa del HIV e inhibidores de proteasa del HIV para su uso en el tratamiento
de la infeccion por HIV.

Estos y otros objetivos que quedardn de manifiesto a lo largo de la siguiente descripcién detallada han sido alcan-
zados mediante el descubrimiento de los inventores de que los compuestos de férmula II:

Ph/\Nj\ \ *

Iz

II

definida a continuacién son eficaces inhibidores de proteasa.

Asi, en una primera realizacion, la presente invencién aporta un nuevo compuesto de férmula II:
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en la que cada R es OH o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo,

o un compuesto de férmula II en la que ambos grupos R tomados juntamente forman una mitad seleccionada de
entre los miembros del grupo que consta de -O-, -OCH,SCH,O-, -OC(=0)0O-, -OCH,0-, -OC(=S) O-, -OC(=0)C(=0)
O-, -OC(CHj;),0-, -OC((CH,);NH,)(CH3) O-, -OC(OCHj;)(CH,CH,CH3)O- u -OS(=0)0-.

En una segunda realizacion, la presente invencién aporta una nueva composicion farmacéutica que comprende
un vehiculo farmacéuticamente aceptable y una cantidad terapéuticamente eficaz de un compuesto de la presente
invencion.

En una tercera realizacion, la presente invencioén aporta un compuesto de férmula I destinado a ser usado para
tratar la infeccién por HIV.

En una cuarta realizacion, la presente invencién aporta un nuevo uso de un compuesto de la presente invencién en
la fabricacién de un medicamento destinado a ser usado para tratar la infeccién por HIV.

En una quinta realizacidn, la presente invencion aporta una nueva combinacién de:
(a) un compuesto de la presente invencidn; y

(b) al menos un compuesto seleccionado de entre los miembros del grupo que consta de inhibidores de transcriptasa
inversa del HIV e inhibidores de proteasa del HIV destinados a ser usados para tratar la infeccién por HIV.

En otra realizacién preferida, el inhibidor de transcriptasa inversa es un inhibidor nucledsido de la transcriptasa
inversa.

En otra realizacién mas preferida, el inhibidor nucledsido de la transcriptasa inversa es seleccionado de entre los
miembros del grupo que consta de AZT, 3TC, ddI, ddC y d4T, y el inhibidor de proteasa es seleccionado de entre
los miembros del grupo que consta de saquinavir, ritonavir, indinavir, VX-478, nelfinavir, KNI-272, CGP-61755 y U-
103017.

En una realizacién ain mds preferida, el inhibidor nucledsido de la transcriptasa inversa es seleccionado de entre
los miembros del grupo que consta de AZT y 3TC, y el inhibidor de proteasa es seleccionado de entre los miembros
del grupo que consta de saquinavir, ritonavir e indinavir.

En una realizacién ain mas preferida, el inhibidor nucleésido de la transcriptasa inversa es AZT.
En otra realizacién ain mds preferida, el inhibidor de proteasa es indinavir.

En una sexta realizacion, la presente invencién aporta un conjunto farmacéutico de materiales y utensilios que es
util para el tratamiento de la infeccién por HIV y comprende una cantidad terapéuticamente eficaz de:

(a) un compuesto de la invencién; y

(b) al menos un compuesto seleccionado de entre los miembros del grupo que consta de inhibidores de transcriptasa
inversa del HIV e inhibidores de proteasa del HIV, en uno o varios envases estériles.

En otra realizacién preferida, el compuesto es de férmula I.

En el sentido en el que se les utiliza en la presente, los siguientes vocablos y expresiones tienen los significados que
se indican a continuacion. Se comprendera que los compuestos de la presente invencién contienen un dtomo de carbono
asimétricamente sustituido y pueden ser aislados en formas Opticamente activas o racémicas. Es perfectamente sabido
en la técnica cémo preparar formas dpticamente activas, tal como mediante resolucién de formas racémicas o mediante
sintesis, a partir de materiales de partida pticamente activos. Se incluyen todas las formas quirales, diastoméricas y
racémicas y todas las formas isoméricas geométricas de una estructura, a no ser que se indique especificamente la
estereoquimica o forma isomérica especifica.

En el sentido en que se la usa en la presente, la expresion “inhibidor de transcriptasa inversa del HIV” se refiere
a los inhibidores tanto nucledsidos como no nucleésidos de la transcriptasa inversa (RT) del HIV. Los ejemplos de
inhibidores nucledsidos de la transcriptasa inversa incluyen el AZT, ddC, ddI, d4T y 3TC, aunque no quedan limitados
a los mismos. Los ejemplos de inhibidores no nucledsidos de la transcriptasa inversa incluyen el viviradine (Pharmacia
y Upjohn U90152S), derivados de TIBO, BI-RG-587, nevirapine, L-697, 661, LY 73497 y Ro 18,893 (Roche), aunque
no quedan limitados a los mismos.

En el sentido en el que se la utiliza en la presente, la expresiéon “inhibidor de proteasa del HIV” se refiere a
compuestos que inhiben la proteasa del HIV. Los ejemplos incluyen el saquinavir (Roche, Ro31-8959), ritonavir
(Abbott, ABT-538), indinavir (Merck, MK-639), VX-478 (Vertex/Glaxo Wellcome), nelfinavir (Agouron, AG-1343),
KNI-272 (Japan Energy), CGP-61755 (Ciba-Geigy) y U-103017 (Pharmacia and Upjohn), aunque no quedan limitados
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a los mismos. Los ejemplos adicionales incluyen los inhibidores ciclicos de la proteasa que estdn descritos en la
WO093/07128, en la WO94/19329, en la W094/22840 y en la Solicitud N° US96/03426 presentada al amparo del
PCT.

En el sentido en el que se la utiliza en la presente, la expresion “sales farmacéuticamente aceptables” se refiere
a derivados de los compuestos descritos en los que el compuesto progenitor es modificado haciendo sales dcidas o
bdsicas del mismo. Sin quedar limitados a las mismas, los ejemplos de sales farmacéuticamente aceptables inclu-
yen las sales dcidas minerales u organicas de residuos basicos tales como aminas, las sales alcalinas u organicas de
residuos 4cidos tales como 4cidos carboxilicos, y sales similares. Las sales farmacéuticamente aceptables incluyen
las sales atéxicas convencionales o las sales de amonio cuaternario del compuesto progenitor formadas, por ejem-
plo, a partir de dcidos organicos o inorgdnicos atéxicos. Por ejemplo, tales sales atéxicas convencionales incluyen
las derivadas de 4cidos inorganicos tales como los dcidos clorhidrico, bromhidrico, sulfirico, sulfdmico, fosférico y
nitrico y dcidos similares; y las sales preparadas a partir de dcidos orgdnicos tales como los dcidos acético, propidnico,
succinico, glicdlico, estedrico, lactico, malico, tartdrico, citrico, ascérbico, pamoico, maleico, hidroximaleico, feni-
lacético, glutdmico, benzoico, salicilico, sulfanilico, 2-acetoxibenzoico, fumdrico, toluensulfénico, metanosulfénico,
etanodisulfénico, oxdlico e isetiénico y dcidos similares.

Las sales farmacéuticamente aceptables de la presente invencioén pueden ser sintetizadas a partir del compuesto
progenitor que contiene una mitad bésica o dcida por métodos quimicos convencionales. Generalmente, tales sales
pueden ser preparadas haciendo que las formas dcidas o basicas libres de estos compuestos reaccionen con una cantidad
estequiométrica de la base apropiada o del 4cido apropiado en agua o en un disolvente orgdnico o en una mezcla de los
dos; siendo en general preferidos medios no acuosos tales como éter, acetato de etilo, etanol, isopropanol o acetonitrilo.
Se encuentran listas de sales adecuadas en la publicacién titulada Remington’s Pharmaceutical Sciences, 17° ed., de
la Mack Publishing Company, de Easton, PA, 1985, p. 1418, cuya descripciéon queda incorporada a la presente por
referencia.

La frase “farmacéuticamente aceptables” es empleada en la presente para hacer referencia a aquellos compuestos,
materiales, composiciones y/o formas de dosificacién que, dentro del marco del recto juicio médico, son adecuados
para ser usados en contacto con los tejidos de los seres humanos y los animales sin excesiva toxicidad, irritacion o res-
puesta alérgica y sin otros problemas o complicaciones de acuerdo con una razonable relacion entre ventajas/riesgos.

Las “prodrogas” son vehiculos que liberan la droga progenitora activa segtin la férmula II in vivo cuando tal pro-
droga es administrada a un sujeto mamifero. Las prodrogas de un compuesto de la presente invencién son preparadas
a base de modificar los grupos funcionales que estdn presentes en el compuesto de forma tal que las modificaciones
sean divididas, ya sea en la manipulacién rutinaria o bien in vivo, para ser convertidas en el compuesto progenitor. Las
prodrogas de la invencién son compuestos en los que los dos grupos R de la férmula II se unen para formar un epé-
xido; -OCH,SCH,0-, -OC(=0)0O-, -OCH,0-, -OC(=S) O-, -OC(=0)C(=0)0-, -OC(CH;),0-, -OC((CH,);NH,)(CHs)
O-, -OC(OCH;)(CH,CH,CH;)O- u -OS(=0)O-.

Con las expresiones “compuesto estable” y “estructura estable” se pretende indicar un compuesto que es lo su-
ficientemente robusto como para sobrevivir al aislamiento hasta un grado de pureza qtil a partir de una mezcla de
reaccion y a la formulacién para su conversién en un agente terapéutico eficaz. La presente invencién contempla
solamente compuestos estables.

La expresion “cantidad terapéuticamente eficaz” es utilizada en la presente para designar una cantidad de un
compuesto de la presente invencién o una cantidad de la combinacién de compuestos de la que se afirma que es eficaz
para inhibir la infeccién por HIV o para tratar los sintomas de la infeccién por HIV en un huésped. La combinacién de
compuestos es preferiblemente una combinacién sinérgica. Segtin la describen, por ejemplo, Chou y Talalay, en Adv.
Enzyme Regul. 22:27-55 (1984), se produce sinergia cuando el efecto (en este caso la inhibicién de la replicacién
del HIV) de los compuestos al ser administrados en combinacién es mayor que el efecto aditivo de los compuestos
al ser administrados en solitario como agentes individuales. Un efecto sinérgico queda en general demostrado con la
maxima claridad a concentraciones subdptimas de los compuestos. La sinergia puede darse en forma de una menor
citotoxicidad, de un incrementado efecto antiviral o de algin otro efecto beneficioso de la combinacién en comparacién
con los componentes individuales.

Otras caracteristicas de la invencién quedardn de manifiesto a lo largo de las siguientes descripciones de realiza-
ciones ejemplificativas que se dan para ilustrar la invencién y no pretenden constituir limitaciones de la misma.

Ejemplos

Se definen a continuacidn las abreviaturas utilizadas en los Ejemplos: “°C” significa grados Celsius; “d” significa
doblete; “dd” significa doblete de dobletes; “eq” significa equivalente o equivalentes; “g” significa gramo o gramos;
“mg” significa miligramo o miligramos; “ml” significa mililitro o mililitros; “H” significa hidrégeno o hidrégenos; “h”
significa hora u horas; “m” significa multiplete; “M” significa molar; “min” significa minuto o minutos; “MHz” sig-
nifica megahertzios; “MS” significa espectroscopia de masas; “nmr” o “NMR” significa espectroscopia de resonancia

magnética nuclear; “t” significa triplete; y “TLC” significa cromatografia en capa fina.
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Ejemplo 1

Preparacion de (4R,5S,6S,7R)-hexahidro-1-[5-(3-aminoindazol) metil]-5,6-dihidroxi-4,7-bis[(4-metilfenil) metil]-3-
fenilmetil-2H-1,3-diazapin-2-ona (1I)

Parte A

(2R,3S,4S,5R)-2,5-bis (2,2-dimetilhidrazo)- 1,6-bis(4-metilfenil)-3,4-O-isopropilidenohexanodiol (10)

Me,N NMe,

N / 82N
N N NH HN /©/
————_-> Ty,
H / B /o

10

La hidrazona de partida puede ser preparada por el método de Rossano et al. (véase la Férmula 3a en la pagina
4968 de Tetr. Lett. 1995, 36(28), 4967-70).

A p-xileno (57 ml, 464 mmoles) a 15°C le fue afiadido gota a gota por espacio de 5 min. sec-butillitio (95 ml,
123 mmoles, 1,3M en ciclohexano). La solucién fue enfriada hasta -15°C, y fue afiadido gota a gota THF (THF =
tetrahidrofurano) (30 ml). Tras agitacion durante 1 h, fue afiadida gota a gota la hidrazona (10,2 g, 42 mmoles) en
THF (30 ml). La mezcla de reaccion fue agitada durante 20 min. y fue calentada hasta 0°C. La solucién fue extinguida
cuidadosamente con agua y fue sometida a extraccion con EtOAc. Las capas orgdnicas combinadas fueron extraidas
con HCI IN y las fracciones acuosas combinadas fueron hechas fuertemente basicas con NaOH acuoso al 50%. La
mezcla resultante fue sometida a extraccién con EtOAc, lavada con salmuera y secada (MgSO,). El disolvente fue
retirado bajo presion reducida, habiendo sido asi obtenida la bis-hidrazina 10 en forma de un aceite (19,25 g, 99%):
RMN 'H (CDCL;) 6 7.08 (s, 8 H), 4.09 (s, 2 H), 3.02 (t, ] = 7.1 Hz, 2 H), 2.67 (m, 4 H), 2.31 (s, 6 H), 2.17 (s, 12
H), 1.43 (s, 6 H); IR (KBr) V 2980, 2940, 1680, 1510, 1240 cm™'; LRMS (ESI) m/z: 455 (M+ H*, 6%), 228 (M+2H",
100%); HRMS calcd. para C,;H,;;N,O, (M+H") 455.3386; hallado 455.3393.

Parte B

(2R,3S,4S,5R)-2,5-diamino-1,6-bis(4-metilfenil)-3,4-O-isopropilidenohexanodiol (11)

H,N NH,

.,""

.
>

o) ><0

11

A una solucién de bis-hidrazina 10 (18,64 g, 41 mmoles) en metanol (150 ml) le fue afladido niquel Raney (20 g,
lechada al 50%). La suspension fue cargada con hidrégeno (250 psi) (psi = libras/pulgada®) y fue calentada a 100°C
por espacio de 16 h. La suspension fue enfriada y filtrada a través de celite, y el disolvente fue retirado bajo presién
reducida. Mediante cromatografia (gel de silice, CH,Cl,/metanol al 10%) fue obtenida la diamina 11 en forma de un
aceite (12,49 g, 83%): RMN 'H (CDCL;) 6 7.08 (ab, J = 8.1 Hz, Av = 15.2 Hz, 8 H), 4.01 (s, 2 H), 2.94 (m, 2 H), 2.77
(A de ABX, J,5 = 13.4 Hz, 'AX = 4.6 Hz, 2 H), 2.51 (B de ABX, J,5 = 13.4 Hz, Jzx = 9.7 Hz, 2 H), 2.32 (s, 6 H),
1.45 (s, 6 H); IR (KBr) V 2980, 2920, 1510 cm™"; LRMS (ESI) m/z: 369 (M+H*, 16%), 185 (M+2H", 100%); HRMS
calcd. para C3H33N,0, (M+H*) 369.2542; hallado 369.2534.
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Parte C

(4R,58,6S,7R)-hexahidro-5,6-O-isopropilideno-4,7-bis[(4-metilfenil) metil]-2H-1,3-diazapin-2-ona (12)

12

A una solucién de diamina 11 (12,48 g, 33,9 mmoles) en 1,1,2,2- tetracloroetano (130 ml) le fue afiadido 1,1’-
carbonildiimidazol (5,67 g, 35,0 mmoles). Tras 10 min., la solucién fue afadida gota a gota a lo largo de 45 min.
a 1,1,2,2-tetracloroetano (600 ml) en reflujo. La solucién fue enfriada, lavada con agua y con salmuera y secada
(MgSO,). El disolvente fue retirado bajo presion reducida, y el residuo fue sometido a cromatografia (gel de silice,
hexano/acetato de etilo al 33%) seguida por recristalizacién (hexano/acetato de etilo), habiendo sido asi obtenida la
urea ciclica 12 en forma de un sélido blanco (6,18 g, 46%): pf. 228-230°C; '"H NMR (CDCL;) 6 7.12 (br s, 8 H), 4.93
(d,J=6.2 Hz, 2 H), 4.25 (s, 2 H), 3.50 (m, 2 H), 3.01 (app. d, J = 13.2 Hz, 2 H), 2.78 (app. t, ] = 11.8 Hz, 2 H), 2.33
(s, 6 H), 1.54 (s, 6 H); IR (KBr) V 3260, 2930, 1670, 1090 cm™!; LRMS (ESI) m/z: 395 (M+H*, 100%); HRMS calcd.
para C,,H3N,O5; (M+H*) 395.2335; hallado 395.2333.

Parte D

(4R,5S,6S,7R)-hexahidro-5,6-O-isopropilideno-4,7-bis[(4-metilfenil)metil]-1- fenilmetil-2H-1,3-diazapin-2-ona
(13)

3 /I
o ©
X
Me x Me
i3

A una solucién de urea ciclica 12 (3,0 g, 7,6 mmoles) y bromuro de bencilo (1,59 g, 9,3 mmoles) en THF (300 ml)
a 0°C le fue afiadido gota a gota a lo largo de 30 min. ¢-butéxido de potasio (8,4 ml, 8,4 mmoles, 1,0M en THF). Se
dejo que la solucion se calentase hasta la temperatura ambiente, y la solucidn se tuvo en agitacion durante la noche. La
mezcla de reaccion fue diluida con salmuera y fue sometida a extraccién con EtOAc. Las capas orgdnicas combinadas
fueron lavadas con salmuera y secadas (MgSQ,). El disolvente fue retirado bajo presion reducida y el residuo fue
sometido a cromatografia (gel de silice, hexano/acetato de etilo al 25%), habiendo sido as{ obtenida urea ciclica 13 en
forma de un vidrio (2,57 g, 70%): RMN 'H (CDCL;) 6 7.28 (m, 3 H), 7.15 (m, 10 H), 5.12 (d, J = 14.6 Hz, 1 H), 4.88
(d,J=6.6 Hz, 1 H), 4.23 (m, 1 H), 3.75 (m, 2 H), 3.47 (m, 1 H), 3.01 (m, 3 H), 2.86 (d, J = 14.6 Hz, 1 H), 2.66 (m,
1 H), 2.37 (s, 3 H), 2.34 (s, 3 H), 1.45 (s, 3 H), 1.40 (s, 3 H); IR (KBr) V 2930, 1650, 1240, 1090 cm™'; LRMS (ESI)
m/z: 485 (M+H*, 100%); HRMS calcd. para C;; H;;N,O; (M+H*) 485.2804; hallado 485.2789.
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Parte E

(4R,58,6S,7R)-hexahidro-1-[(3-ciano-4-fluorofenil) metil]-5,6-O-isopropilideno-4,7-bis [(4-metilfenil)metil |-3-fe-
nilmetil-2H-1,3-diazapin-2-ona (14)

Me

14

A una solucién de urea ciclica 13 (2,30 g, 4,75 mmoles) y bromuro de 3-ciano-4-fluorobencilo (1,07 g, 5,0 mmoles)
en THF (200 ml) a 0°C le fue afiadido #-butéxido de potasio (4,8 ml, 4,8 mmoles, 1,0M en THF). La solucién fue
calentada hasta la temperatura ambiente y agitada durante la noche. La mezcla de reaccion fue diluida con salmuera
y fue sometida a extraccién con EtOAc. Las capas orgdnicas combinadas fueron lavadas con salmuera y secadas
(MgSO0,). El disolvente fue retirado bajo presién reducida y el residuo fue sometido a cromatografia (gel de silice,
hexano/acetato de etilo al 25%), habiendo sido asi obtenida urea ciclica 14 en forma de un vidrio (2,43 g, 82%): RMN
'H (CDCL;) 6 7.33 (m, 5 H), 7.13 (d, ] = 7.7 Hz, 4 H), 6.95 (m, 7 H), 4.89 (d, ] = 14.3 Hz, 1 H), 4.46 (d, J = 14.3 Hz,
1 H), 3.97 (m, 1 H), 3.78 (m, 3 H), 3.65 (d,J = 14.3 Hz, 1 H), 3.07 (d, J = 14.3 Hz, 1 H), 2.83 (m, 4 H), 2.36 (s, 3
H), 2.34 (s, 3 H), 1.44 (s, 3 H), 1.38 (s, 3 H); IR (KBr) v 2980, 2930, 2240, 1630, 1230 cm™!; CIMS (NH,) m/z: 635
(M+NH,+, 100%); HRMS calcd. para C3;yH, N;O;F (M+H*) 618.3132; hallado 618.3119.

Parte F

(4R,5S,6S,7R)-hexahidro-1-[5-(3-aminoindazol) metil]-5,6-O-isopropilideno-4,7-bis[ (4-metilfenil)metil |-3-fenil-
metil-2H-1,3-diazapin-2-ona (15)

NH,

Me

15

A una solucién de urea ciclica 14 (2,40 g, 3,89 mmoles) en n-butanol (40 ml) le fue afiadido monohidrato de hidra-
zina (19,8 g, 395 mmoles), y la solucién resultante fue tenida en reflujo durante la noche. La mezcla de reaccion fue
diluida con agua y fue sometida a extraccién con EtOAc. Las capas organicas combinadas fueron lavadas con salmuera
y secadas (MgSO,). El disolvente fue retirado bajo presién reducida y el residuo fue sometido a cromatografia (gel de
silice, cloruro de metileno/metanol al 10%), habiendo sido asi obtenido aminoindazol 15 en forma de un sélido blanco
(2,34 g, 95%): pf. 120-124°C; RMN 'H (CDCL,) § 7.25 (m, 12 H), 6.97 (t, J = 7.7 Hz, 4 H), 4.98 (dd, J = 14.3, 2.0
Hz, 2 H), 3.80 (s, 2 H), 3.76 (m, 2 H), 3.27 (d, J = 14.3 Hz, 1 H), 3.09 (d, J = 14.3 Hz, 1 H), 2.86 (m, 4 H), 2.35 (s,
6 H), 1.32 (s, 6 H); IR (KBr) V 3310, 2930, 1630, 1430, 1230 cm™'; CIMS (NH,) m/z: 630 (M+H*, 100%); HRMS
calcd. para C3oHyuNsO3; (M+H*) 630.3444; hallado 630.3428.

Parte G

(4R,5S,6S,7R)-hexahidro-1-[5-(3-aminoindazol)metil ]-5,6-dihidroxi-Preparacion de 4,7-bis[(4-metilfenil)metil |-
3-fenilmetil-2H-1,3-diazapin-2-ona (II)

Urea ciclica 15 (1,90 g, 3,02 mmoles) fue disuelta en HCI concentrado al 10% en metanol (40 ml). Tras 2 h
fue afiadido Na,CO; acuoso saturado, y la suspension fue sometida a extracciéon con EtOAc. Las capas orgdnicas
combinadas fueron lavadas con salmuera y secadas (MgSO,). El disolvente fue retirado bajo presién reducida y el
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residuo fue sometido a cromatografia (gel de silice, cloruro de metileno/metanol al 10%), habiendo sido asi obtenido
el compuesto del titulo en forma de un sélido blanco (1,71 g, 96%): pf. 142-146°C; RMN 'H (CD;0D) 6 7.37 (s, 1 H),
7.28 (m, 3 H), 7.22 (s, 2 H), 7.15 (m, 6 H), 6.94 (m, 4 H), 4.77 (d, ] = 14.3 Hz, 1 H), 4.72 (d, ] = 14.3 Hz, 1 H), 3.59
(m, 2 H), 3.51 (brs, 2 H), 3.11 (d, J = 14.3 Hz, 1 H), 2.93 (m, 5 H), 2.31 (br s, 6 H); IR (KBr) V 3330, 2920, 1610,
1470, 1230 cm™'; CIMS (NH;) m/z: 590 (M+H*, 100%); HRMS calcd. para C3sHyN5O; (M+H*) 590.3131; hallado
590.3132; Anal. (C3sH39NsO5) C, H, N

Utilidad

Los compuestos de férmula II poseen actividad de inhibicién de la proteasa del HIV y son por consiguiente ttiles
como agentes antivirales para el tratamiento de la infeccién por HIV y de las enfermedades asociadas a la misma.
Los compuestos de férmula II poseen actividad de inhibicién de la proteasa del HIV y son eficaces como inhibidores
del crecimiento del HIV. La capacidad de los compuestos de la presente invencién para inhibir el crecimiento o la
infectividad viral es demostrada en un andlisis estdndar del crecimiento o la infectividad viral efectuado por ejemplo
usando el método de andlisis que se describe mds adelante.

Los compuestos de féormula II de 1a presente invencién son también ttiles para la inhibicién del HIV en una muestra
ex vivo que contiene HIV o de la que se espera que esté expuesta al HIV. Asi, los compuestos de la presente invencién
pueden ser usados para inhibir el HIV presente en una muestra de fluido corporal (como por ejemplo una muestra de
suero o de semen) que contenga HIV o de la que se sospeche que contiene o que estd expuesta al HIV.

Los compuestos que son aportados por esta invencidn son también ttiles como compuestos patrén o de referencia
destinados a ser usados en pruebas o andlisis para determinar la capacidad de un agente para inhibir la replicacién de
clones virales y/o la proteasa del HIV, por ejemplo en un programa de investigacién farmacéutica. Asi, los compuestos
de la presente invencién pueden ser usados en calidad de compuesto de control o de referencia en tales andlisis y
como patrén de control de calidad. Los compuestos de la presente invencién pueden preverse en un envase o conjunto
comercial de materiales y utensilios para ser usados en calidad de tal compuesto patrén o de referencia.

Puesto que los compuestos de la presente invencion presentan especificidad para la proteasa del HIV, los compues-
tos de la presente invencién pueden ser también titiles como reactivos de diagnosis en andlisis de diagnosis para la
deteccion de proteasa del HIV. Asi, la inhibicién de la actividad de proteasa en un andlisis (tal como los andlisis aqui
descritos) por parte de un compuesto de la presente invencion serfa indicativa de la presencia de proteasa del HIV y
del virus HIV.

En el sentido en el que estas abreviaturas son utilizadas en la presente, “ug” denota microgramo, “mg” denota
miligramo, “g” denota gramo, “ul” denota microlitro, “ml” denota mililitro, “1” denota litro, “nM” denota nanomolar,
“uM” denota micromolar, “mM” denota milimolar, “M” denota molar y “nm” denota nanémetro. La palabra “Sigma”

indica la Sigma-Aldrich Corp. de St. Louis, MO.
Andlisis del RNA del HIV
Pldsmidos de DNA y transcritos de RNA in vitro

Plasmido pDAB 72 que contenia las secuencias gag y pol de BH10 (pares de bases 113-1816) clonado en PTZ
19R fue preparado segiin Erickson-Viitanen et al. AIDS Research and Human Retroviruses 1989, 5, 577. El plasmido
fue linealizado con Bam HI antes de la generacion de transcritos de RNA in vitro usando el conjunto de materiales
y utensilios Riboprobe Gemini system II (Promega) con RNA polimerasa T7. El RNA sintetizado fue purificado me-
diante tratamiento con DNAsa exenta de RNasa (Promega), extraccion con fenol-cloroformo y precipitacion en etanol.
Los transcritos de RNA fueron disueltos en agua y almacenados a -70°C. la concentracién de RNA fue determinada a
partir de la Az()o.

Sondas

Las sondas de captura biotiniladas fueron purificadas por HPLC (HPLC = Cromatografia de Liquidos de Gran
Precisién) tras sintesis en un sintetizador de DNA de Applied Biosystems (Foster City, CA) mediante adicién de bio-
tina al extremo terminal de lado 5’ del oligonucleétido, usando el reactivo de biotina-fosforamidita de Cocuzza, Tet.
Lett. 1989, 30, 6287. La sonda de captura biotinilada para gag (5-biotina-CTAGCTCCCTGCTTGCCCATACTA 3°)
era complementaria a los nucledtidos 889-912 de HXB2 y la sonda de captura biotinilada para pol (5’-biotina-CCC-
TATCATTTTTGGTTTCCAT 3°) era complementaria a los nucledtidos 2374-2395 de HXB2. Los oligonucle6tidos
conjugados con fosfatasa alcalina que fueron usados como sondas informadoras fueron preparados por la Syngene
(San Diego, CA.). La sonda informadora para pol (5 CTGTCTTACTTTGATAAAACCTC 3’) era complementaria a
los nucledtidos 2403-2425 de HXB2. La sonda informadora para gag (5° CCCAGTATTTGTCTACAGCCTTCT 3’)
era complementaria a los nucleétidos 950-973 de HXB2. Todas las posiciones nucleotidicas son las del Banco de Da-
tos de Secuencias Genéticas GenBank al que se accedié por medio del paquete de soporte 16gico informético Genetics
Computer Group Sequence Analysis Software Package (Devereau Nucleic Acids Research 1984, 12, 387). Las sondas
informadoras fueron preparadas como soluciones concentradas 0,5uM en 2 x SSC (SSC = citrato sédico salino) (NaCl
0,3M, citrato sédico 0,03M), Tris 0,05M, pH 8,8, 1 mg/ml de BSA (BSA = albumina de suero bovino). Las sondas de
captura biotiniladas fueron preparadas como soluciones concentradas 100uM en agua.

9
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Placas de cultivo recubiertas con estreptavidina

Las placas de cultivo recubiertas con estreptavidina fueron obtenidas de la Du Pont Biotechnology Systems (Bos-
ton, MA).

Células y soluciones concentradas de virus

Las células MT-2 y MT-4 fueron mantenidas en medio RPMI 1640 suplementado con un 5% de suero de ternero
fetal (FCS) para las células MT-2 o con un 10% de FCS para las células MT-4, L-glutamina 2mM y 50 ug/ml de
gentamicina, todos de Gibco. La forma replicativa del HIV-1 fue propagada en células MT-4 en el mismo medio.
Las soluciones concentradas de virus fueron preparadas aproximadamente 10 dias después de la infeccion agua de
las células MT-4 y fueron almacenadas en forma de partes alicuotas a -70°C. Los titulos infecciosos de las soluciones
concentradas de HIV-1 (forma replicativa) fueron de 1-3 x 107 PFU (unidades formadoras de placa)/ml segiin medicién
efectuada mediante andlisis de placas sobre células MT-2 (véase lo indicado mds adelante). Cada parte alicuota de
solucién concentrada de virus usada para la infeccién fue descongelada solamente una vez.

Para la evaluacidn de la eficacia antiviral, las células a infectar fueron subcultivadas un dia antes de la infeccidn.
En el dfa de la infeccidn, las células fueron puestas nuevamente en suspension a razén de 5 x 10° células/ml en medio
RPMI 1640 con un 5% de FCS para las infecciones masivas o a razén de 2 x 10%/ml en medio de Eagles modificado
de Dulbecco con un 5% de FCS para la infeccion en placas de cultivo de microtitulacién. Fue afiadido el virus, y se
continué el cultivo por espacio de 3 dias a 37°C.

Andlisis del RNA del HIV

Lisados celulares o RNA purificado en GED 3M o 5M fueron mezclados con GED 5M y sonda de captura hasta
una concentracion final de isotiocianato de guanidinio de 3M y una concentracién final de oligonucleétido de biotina
de 30nM. La hidridacién fue llevada a cabo en placas de cultivo de tejido de 96 cavidades de fondo en U estanquei-
zadas (Nunc o Costar) por espacio de 16-20 horas a 37°C. Las soluciones para las reacciones de hibridacién de RNA
fueron diluidas tres veces con agua desionizada hasta una concentracién final de isotiocianato de guanidinio de 1M,
y fueron transferidas partes alicuotas (de 150 ul) a cavidades de placas de cultivo de microtitulacién recubiertas con
estreptavidina. Se dej6 que tuviese lugar por espacio de 2 horas a temperatura ambiente la fijaciéon de la sonda de
captura y del hibrido de RNA-sonda de captura a la estreptavidina inmovilizada, después de lo cual las placas de
cultivo fueron lavadas 6 veces con tampdn de lavado de placas de cultivo para ELISA de DuPont (salina tamponada
con fosfato (PBS), Tween 20 al 0,05%). Una segunda hibridacién de sonda informadora al complejo inmovilizado
de sonda de captura y RNA objetivo hibridado fue llevada a cabo en la cavidad recubierta con estreptavidina lavada
mediante la adicién de 120 ul de una mezcla de hibridacién que contenia 4 X SSC, Triton al 0,66% X 100, formamida
desionizada al 6,66%, 1 mg/ml de BSA y sonda informadora SnM. Tras hibridacién por espacio de una hora a 37°C, la
placa de cultivo fue lavada de nuevo 6 veces. La actividad de fosfatasa alcalina inmovilizada fue detectada mediante
adicién de 100 ul de fosfato de 4-metilumbeliferilo 0,2mM (MUBP, JBL Scientific) en tampdn ¢ (dietanolamina 2,5M
pH 8,9 (JBL Scientific, MgCl, 10mM, dihidrato de acetato de zinc SmM y acido N-hidroxietiletilendiaminatriacético
SmM). Las placas de cultivo fueron incubadas a 37°C. La fluorescencia a 450 nm fue medida usando un fluorémetro
para placas de cultivo de microtitulacién (Dynateck) con excitacién a 365 nm.

Evaluacion de los compuestos en células MT-2 infectadas por HIV-1 basada en placas de cultivo de microtitula-
cion

Los compuestos a evaluar fueron disueltos en DMSO (DMSO = sulf6xido de dimetilo) y fueron diluidos en medio
de cultivo hasta dos veces la concentracién mds alta a analizar y una concentracién maxima de DMSO de un 2%.
Fueron efectuadas directamente en placas de cultivo de microtitulacién de fondo en U (Nunc) adicionales diluciones
seriales triples del compuesto en medio de cultivo. Tras la dilucién del compuesto, fueron afiadidas las células MT-
2 (50 pl) hasta una concentracién final de 5 x 10° por ml (1 x 10° por cavidad). Las células fueron incubadas con los
compuestos por espacio de 30 minutos a 37°C en una incubadora en CO,. Para la evaluacién de la potencia antiviral,
fue afiadida a las cavidades de cultivo que contenfan las células y las diluciones de los compuestos de ensayo una
apropiada dilucién de solucién concentrada de virus HIV-1 (forma replicativa) (50 ul). El volumen final en cada
cavidad era de 200 ul. Se dejaron sin infectar ocho cavidades por placa de cultivo, siendo afiadidos 50 1 de medio
en lugar del virus, mientras que ocho cavidades fueron infectadas en ausencia de compuesto antiviral alguno. Para la
evaluacién de la toxicidad de los compuestos, fueron cultivadas placas de cultivo paralelas sin infeccién por virus.

Tras 3 dias de cultivo a 37°C en una camara humidificada dentro de una incubadora en CO,, fue retirado de las
placas de cultivo infectadas con HIV todo menos 25 ul de medio/cavidad. Treinta y siete ul de GED 5M que contenian
sonda de captura biotinilada fueron afiadidos a las células y al medio restante sedimentados en cada cavidad hasta
una concentracién final de GED 3M y sonda de captura 30nM. La hibridacién de la sonda de captura al RNA del
HIV en el lisado celular fue llevada a cabo en la misma cavidad de placa de cultivo de microtitulaciéon que habia
sido usada para el cultivo del virus a base de sellar la placa de cultivo con un sellador de placas de cultivo (Costar)
y efectuando incubacién por espacio de 16-20 horas en una incubadora a 37°C. Fue entonces afiadida agua destilada
a cada cavidad para diluir la mezcla de la reaccién de hibridacién tres veces, y 150 ul de esta mezcla diluida fueron
transferidos a una placa de cultivo de microtitulacidn recubierta con estreptavidina. El RNA del HIV fue cuantificado
como se ha descrito anteriormente. Se hizo en cada placa de cultivo de microtitulacién una curva patrén preparada a
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base de afiadir cantidades conocidas de transcrito de RNA in vitro de pDAB 72 a cavidades que contenian células no
infectadas lisadas a fin de determinar la cantidad de RNA viral hecha durante la infeccion.

A fin de estandarizar el inoculo viral usado en la evaluacién de los compuestos con respecto a la actividad antiviral,
fueron seleccionadas diluciones de virus que redundaban en un valor ICy, (la concentraciéon de compuesto requerida
para reducir en un 90% el nivel de RNA de HIV) para didesoxicitidina (ddC) de 0,2 ug/ml. Cuando se seguia este
procedimiento, usando varias soluciones concentradas de HIV-1 (forma replicativa) eran reproducibles los valores ICy,
de otros compuestos antivirales tanto mas como menos potentes que la ddC. Esta concentracion de virus correspondia
a ~3 x 10° PFU (segln medicién efectuada mediante anélisis en placa de cultivo sobre células MT-2) por cavidad de
analisis y producia tipicamente poco mas o menos un 75% del maximo nivel de RNA viral que puede ser alcanzado
en todo inoculo viral. Para el anélisis del RNA de HIV, los valores ICy, fueron determinados a partir de la reduccién
porcentual de la sefial neta (la sefial de las muestras de células infectadas menos la sefial de las muestras de células no
infectadas) en el andlisis del RNA con respecto a la sefial neta de las células no tratadas infectadas en la misma placa
de cultivo (promedio de ocho cavidades). La validez de los ensayos de andlisis del RNA y de la infeccién individuales
fue juzgada segin tres criterios. Se requeria que la infeccién por los virus redundase en una sefial del andlisis del RNA
que fuese igual a 0 mayor que la sefial generada a base de 2 ng de transcrito de RNA in vitro de pDAB 72. El ICy, para
DDC, determinado en cada ciclo de andlisis, debe ser de entre 0,1 y 0,3 ul/ml. Finalmente, el nivel de platé de RNA
viral producido por un inhibidor de proteasa eficaz deberd ser de menos del 10% del nivel que es alcanzado en una
infeccién no inhibida. Se consideraba que un compuesto era activo si su ICy, resultaba ser inferior a 1uM.

Para las pruebas de la potencia antiviral, a continuacién de la adicién inicial de 2X solucién concentrada de com-
puesto a una sola hilera de cavidades todas las manipulaciones en las placas de cultivo de microtitulacién fueron
llevadas a cabo usando una ProPette de Perkin Elmer/Cetus.

Dosificacion y Formulacion

Los compuestos antivirales de esta invencién pueden ser administrados como tratamiento para infecciones virales
por cualesquiera medios que produzcan el contacto del agente activo con el sitio de accién del agente, es decir la
proteasa viral, en el cuerpo de un mamifero. Dichos compuestos antivirales pueden ser administrados por cualesquiera
medios convencionales de los que estdn disponibles para ser usados en conjuncién con productos farmacéuticos, ya
sea como agentes terapéuticos individuales o bien en una combinacién de agentes terapéuticos. Dichos compuestos
antivirales pueden ser administrados en solitario, pero son preferiblemente administrados con un vehiculo farmacéutico
que es seleccionado sobre la base de la ruta de administracion elegida y de la practica farmacéutica estandar.

Naturalmente, la dosificaciéon administrada variard en dependencia de factores conocidos, tales como las caracte-
risticas farmacodindmicas del agente de que se trate y su modo y ruta de administracion; la edad, la salud y el peso del
receptor; la naturaleza e importancia de los sintomas; la clase de tratamiento concurrente; la frecuencia de tratamiento;
y el efecto deseado. Puede preverse que una dosificacion diaria de ingrediente activo sea de aproximadamente 0,001
a aproximadamente 1000 miligramos por kilogramo de peso corporal, siendo la dosis preferida de aproximadamente
0,1 a aproximadamente 30 mg/kg.

Las formas de dosificacién de las composiciones que son adecuadas para la administracién contienen de aproxi-
madamente 1 mg a aproximadamente 100 mg de ingrediente activo por unidad. En estas composiciones el ingrediente
activo estard de ordinario presente en una cantidad de aproximadamente un 0,5-95% en peso sobre la base del peso
total de la composicion. El ingrediente activo puede ser administrado oralmente en formas de dosificacion sélidas tales
como capsulas, tabletas y polvos, o en formas de dosificacién liquidas tales como elixires, jarabes y suspensiones. El
ingrediente activo puede ser también administrado por via parenteral, en formas de dosificacion liquidas estériles.

Las cépsulas de gelatina contienen el ingrediente activo y vehiculos en polvo tales como lactosa, almidén, deri-
vados celul6sicos, estearato de magnesio, dcido estedrico y vehiculos similares. Pueden usarse diluyentes similares
para hacer tabletas comprimidas. Tanto las tabletas como las cdpsulas pueden ser fabricadas como productos de libe-
racién sostenida para permitir la liberacién continua de la medicacién a lo largo de un periodo de horas. Las tabletas
comprimidas pueden estar recubiertas con azicar o pueden tener un recubrimiento pelicular para enmascarar todo
sabor desagradable y proteger la tableta de la atmdsfera, o pueden tener un recubrimiento entérico para experimentar
una desintegracion selectiva en el tracto gastrointestinal. Las formas de dosificacién liquidas para administracion oral
pueden contener colorante y saborizante para incrementar la aceptacion por parte de los pacientes.

Son en general vehiculos adecuados para las soluciones parenterales el agua, un aceite adecuado, la solucién salina,
dextrosa acuosa (glucosa) y soluciones de aziicares afines y glicoles tales como propilenglicol o polietilenglicoles. Las
soluciones para administracién parenteral contienen preferiblemente una sal soluble en agua del ingrediente activo,
adecuados agentes estabilizadores y sustancias tamp6n, de ser necesarias. Son adecuados agentes estabilizadores agen-
tes antioxidantes tales como bisulfito sddico, sulfito sédico o 4cido ascérbico, ya sea en solitario o en combinacion.
Son también usados el acido citrico y sus sales, y etilendiaminotetraacetato sédico. Ademas, las soluciones parente-
rales pueden contener preservativos tales como cloruro de benzalconio, parahidroxibenzoato de metilo o de propilo y
clorobutanol. Los vehiculos farmacéuticos adecuados estdan descritos en Remington’s Pharmaceutical Sciences, supra,
que es un texto de referencia estindar en este campo.
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Las formas de dosificacion farmacéutica que son ttiles para la administracién de los compuestos de esta invencién
pueden ser ilustradas de la manera siguiente:

Cdpsulas

Puede prepararse un gran nimero de cidpsulas monodosis llenando cépsulas estdndar de gelatina dura de dos com-
ponentes cada una con 100 mg de ingrediente activo en polvo, 150 mg de lactosa, 50 mg de celulosa y 6 mg de
estearato de magnesio.

Cdpsulas de gelatina blanda

Una mezcla de ingrediente activo en un agente digestible tal como aceite de soja, aceite de semilla de algodén o
aceite de oliva puede ser preparada e inyectada por medio de una bomba de desplazamiento positivo en gelatina para
formar cépsulas de gelatina blanda que contengan 100 mg del ingrediente activo. Las cdpsulas deberdn ser entonces
lavadas y secadas.

Tabletas

Puede prepararse un gran nimero de tabletas mediante procedimientos convencionales de forma tal que la unidad
de dosificacién sea de 100 mg de ingrediente activo, 0,2 mg de di6xido de silicio coloidal, 5 miligramos de estearato de
magnesio, 275 mg de celulosa microcristalina, 11 mg de almid6n y 98,8 miligramos de lactosa. Pueden ser aplicados
recubrimientos apropiados para incrementar la apetibilidad o retardar la absorcién.

Suspension

Puede ser preparada una suspension acuosa para administracion oral de forma tal que cada 5 ml contengan 25 mg
de ingrediente activo finamente dividido, 200 mg de carboximetilcelulosa sédica, 5 mg de benzoato sédico, 1,0 g de
solucién de sorbitol, U.S.P., y 0,025 mg de vainillina.

Inyectable

Puede prepararse una composicion parenteral adecuada para administracion mediante inyeccidn a base de agitar
un 1,5% en peso de ingrediente activo en un 10% volumétrico de propilenglicol y agua. La solucién es esterilizada
mediante técnicas comiinmente utilizadas.

Combinacion de componentes (a) y (b)

Cada componente consistente en un agente terapéutico de esta invencion puede estar independientemente en cual-
quier forma de dosificacion tal como las anteriormente descritas, y puede ser también administrado de varias maneras,
como se ha descrito anteriormente. En la descripcion siguiente debe entenderse que el componente (b) representa uno
o varios agentes de los descritos anteriormente. Asi, si los componentes (a) y (b) van a ser tratados igual o indepen-
dientemente, cada agente del componente (b) puede ser también tratado igual o independientemente.

Los componentes (a) y (b) de la presente invencién pueden ser formulados juntos, en una sola unidad de dosifi-
cacion, (es decir, combinados juntamente en una cdpsula, una tableta, un polvo, un liquido, etc.) como un producto
realizado como combinacién terapéutica. Cuando los componentes (a) y (b) no sean formulados juntos en una so-
la unidad de dosificacién, el componente (a) puede ser administrado al mismo tiempo que el componente (b) o en
cualquier orden; y por ejemplo el componente (a) de esta invencién puede ser administrado en primer lugar, siendo a
continuacién efectuada la administracion del componente (b), o bien dichos componentes pueden ser administrados en
orden inverso. Si el componente (b) contiene mas de un agente, como p. €j. un inhibidor de transcriptasa inversa y un
inhibidor de proteasa, estos agentes pueden ser administrados juntos o en cualquier orden. Cuando los componentes
no sean administrados al mismo tiempo, preferiblemente la administracién de los componentes (a) y (b) tendrd lugar
con una distancia en el tiempo de menos de aproximadamente una hora. Preferiblemente, la ruta de administracion del
componente (a) y (b) es la oral. En el sentido en el que se las utiliza en la presente, las expresiones “agente oral”, “in-
hibidor oral”, “compuesto oral” o expresiones similares denotan compuestos que pueden ser administrados oralmente.
A pesar de que es preferible que el componente (a) y el componente (b) sean ambos administrados por la misma ruta
(es decir siendo por ejemplo administrados ambos oralmente) o en la misma forma de dosificacion, si se desea cada
uno de dichos componentes puede ser administrado por una ruta distinta (es decir que por ejemplo un componente del
producto realizado como combinacién terapéutica puede ser administrado oralmente, y el otro componente puede ser
administrado por via intravenosa) o en una forma de dosificacién distinta.

Como comprenderd un médico experto en la materia, la dosificacion de la terapia realizada con una combinacién
terapéutica de la invencién puede variar en dependencia de varios factores tales como las caracteristicas farmacodi-
ndmicas del agente en cuestién y su modo y ruta de administracion, la edad, salud y peso del receptor, la naturaleza
e importancia de los sintomas, la clase de tratamiento concurrente, la frecuencia de tratamiento y el efecto deseado,
como se ha descrito anteriormente.
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La correcta dosificacién de los componentes (a) y (b) de la presente invencién podra ser determinada facilmente
por un médico experto en la materia, sobre la base de la presente descripcion. A titulo de guia general, tipicamente una
dosificacién diaria puede ser de aproximadamente 1000 miligramos a aproximadamente 1,5 gramos de cada compo-
nente. Si el componente (b) representa mds de un compuesto, una dosificacién diaria podrd ser entonces tipicamente
de poco més o menos 100 miligramos a poco mds o menos 1,5 gramos de cada agente del componente (b). A titulo
de orientacién general, cuando los compuestos del componente (a) y del componente (b) sean administrados en com-
binacidn, la cantidad de dosificacion de cada componente puede ser reducida en aproximadamente un 70-80% con
respecto a la dosificacién habitual del componente cuando el mismo es administrado en solitario como uUnico agente
para el tratamiento de la infeccién por HIV.

Los productos realizados como combinaciones terapéuticas de esta invencion pueden ser formulados de forma tal
que, a pesar de que los ingredientes activos sean combinados en una sola unidad de dosificacién, sea minimizado
el contacto fisico entre los ingredientes activos. A fin de minimizar el contacto, por ejemplo cuando el producto sea
administrado oralmente un ingrediente activo puede ser provisto de un recubrimiento entérico. Aplicando un recubri-
miento entérico a uno de los ingredientes activos, no tan sélo es posible minimizar el contacto entre los ingredientes
activos combinados, sino que es ademds posible controlar la liberacién de uno de estos componentes en el tracto
grastrointestinal para que uno de estos componentes no sea liberado en el estémago, sino que sea liberado en los
intestinos.

Otra realizacién de esta invencién en la que se desea la administracion oral prevé un producto realizado como com-
binacion terapéutica en el cual uno de los ingredientes activos es recubierto con un material de liberacion sostenida
que lleva a cabo una liberacién sostenida a lo largo de todo el tracto gastrointestinal y sirve también para minimi-
zar el contacto fisico entre los ingredientes activos combinados. Ademas, el componente que es objeto de liberacién
sostenida puede ser adicionalmente provisto de un recubrimiento entérico para que la liberacion de este componente
tenga lugar tan sélo en el intestino. Otra solucién adicional supondria la formulacién de un producto realizado como
combinacidn terapéutica en el cual un componente es recubierto con un polimero de liberacion sostenida y/o entérica
y el otro componente es también recubierto con un polimero tal como una calidad de baja viscosidad de hidroxipropil-
metilcelulosa u otros materiales apropiados conocidos en la técnica, a fin de separar adicionalmente los componentes
activos. El recubrimiento de polimero sirve para formar una barrera adicional a la interaccién con el otro componente.
En cada formulacién en la que se impida el contacto entre los componentes (a) y (b) por medio de un recubrimiento o
de algin otro material, puede impedirse también el contacto entre los agentes individuales del componente (b).

Las formas de dosificacién de los productos realizados como combinaciones terapéuticas de la presente invencién
en las que un ingrediente activo es dotado de un recubrimiento entérico pueden estar en forma de tabletas de forma
tal que el componente dotado del recubrimiento entérico y el otro ingrediente activo sean mezclados uno con otro y
sean entonces comprimidos para formar una tableta, o bien de forma tal que el componente dotado del recubrimiento
entérico sea comprimido formando una capa de la tableta y el otro ingrediente activo sea comprimido formando una
capa adicional. Opcionalmente, a fin de separar adicionalmente las dos capas, pueden estar presentes una o varias capas
de placebo de forma tal que la capa de placebo esté entre las capas de los ingredientes activos. Ademads, las formas de
dosificacién de la presente invencién pueden estar en forma de cdpsulas en las que un ingrediente activo es comprimido
formando una tableta o bien en forma de una pluralidad de microtabletas, particulas, granulos o micropildoras que son
entonces provistas o provistos de un recubrimiento entérico. Estos granulos, microtabletas, particulas o micropildoras
provistos de un recubrimiento entérico son entonces puestos en una cdpsula o comprimidos formando una cépsula
junto con una granulacién del otro ingrediente activo.

Sobre la base de la presente descripcion resultaran del todo obvias para los expertos en la materia estas y otras
maneras de minimizar el contacto entre los componentes de los productos realizados como combinaciones terapéuticas
de la presente invencion, tanto si son administrados en una sola forma de dosificacién como si son administrados en
formas separadas pero al mismo tiempo o en concurrencia y de la misma manera.

Estan también dentro del dmbito de la presente invencion los conjuntos farmacéuticos de materiales y utensilios
que son utiles para el tratamiento de la infeccién por HIV y comprenden una cantidad terapéuticamente eficaz de una
composicién farmacéutica que comprende un compuesto de componente (a) y uno o varios compuestos de compo-
nente (b) en uno o varios envases estériles. La esterilizacion del envase puede ser efectuada usando la metodologia
de esterilizacién convencional que es perfectamente conocida para los expertos en la materia. El componente (a) y el
componente (b) pueden estar en el mismo envase estéril o en envases estériles independientes. Los envases estériles de
los materiales pueden comprender envases independientes o uno o varios envases pluripartitos, segin se desee. El com-
ponente (a) y el componente (b) pueden estar presentados por separado, o bien pueden estar combinados fisicamente
constituyendo una sola forma o unidad de dosificacién como se ha descrito anteriormente. Si se desea, tales conjuntos
de materiales y utensilios pueden incluir ademds uno o varios de diversos componentes de los conjuntos farmacéu-
ticos de materiales y utensilios convencionales, tales como, por ejemplo, uno o varios vehiculos farmacéuticamente
aceptables, viales adicionales para mezclar los componentes, etc., como resultard del todo obvio para los expertos en
la materia. Pueden estar asimismo incluidas en el conjunto de materiales y utensilios instrucciones realizadas ya sea
en forma de insertos o bien como etiquetas indicando las cantidades de los componentes a administrar, directrices para
la administracién y/o directrices para mezclar los componentes.
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REIVINDICACIONES

1. Compuesto de férmula II:

NH,

CH,

IT

donde cada R es OH o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo,

o compuesto de formula II en el que ambos grupos R tomados juntamente forman una mitad seleccionada de entre
los miembros del grupo que consta de -O-, -OCH,SCH,O-, -OC(=0)0-, -OCH,0-, -OC (=S)0O-, -OC(=0)C(=0)0O-,
-OC (CH;),0-, -OC((CH,);NH,)(CH,) O-, -OC(OCH,)(CH,CH,CH;)O- u -OS(=0)0-.

2. Composicién farmacéutica que comprende un vehiculo farmacéuticamente aceptable y una cantidad terapéuti-
camente eficaz de un compuesto de la reivindicacién 1.

3. Compuesto de la reivindicacion 1 destinado a ser usado para tratar la infeccién por HIV.
4. Combinacién de un compuesto de la reivindicacién 1 y al menos un compuesto seleccionado de entre los
miembros del grupo que consta de inhibidores de transcriptasa inversa del HIV e inhibidores de proteasa del HIV,

destinada a ser usada para tratar la infeccién por HIV.

5. Combinacién segin la reivindicacién 4, en la que el inhibidor de transcriptasa inversa es un inhibidor nucledsido
de la transcriptasa inversa.

6. Combinacién segtin la reivindicacién 5, en la que el inhibidor nucleésido de la transcriptasa inversa es selec-
cionado de entre los miembros del grupo que consta de AZT, 3TC, ddl, ddC y d4T y el inhibidor de proteasa es
seleccionado de entre los miembros del grupo que consta de saquinavir, ritonavir, indinavir, VX-478, nelfinavir, KNI-
272, CGP-61755 y U-103017.

7. Combinacién segun la reivindicacién 6, en la que el inhibidor nucledésido de la transcriptasa inversa es seleccio-
nado de entre los miembros del grupo que consta de AZT y 3TC y el inhibidor de proteasa es seleccionado de entre
los miembros del grupo que consta de saquinavir, ritonavir e indinavir.

8. Combinacidn segtn la reivindicacién 7, en la que el inhibidor nucledsido de la transcriptasa inversa es AZT.

9. Combinacién segun la reivindicacién 7, en la que el inhibidor de proteasa es indinavir.

10. Conjunto farmacéutico de materiales y utensilios que es util para el tratamiento de la infeccién por HIV y
comprende una cantidad terapéuticamente eficaz de:

(a) un compuesto de la reivindicacién 1; y

(b) al menos un compuesto seleccionado de entre los miembros del grupo que consta de inhibidores de transcriptasa
inversa del HIV e inhibidores de proteasa de HIV, en uno o varios envases estériles.

11. Uso de un compuesto segtn la reivindicacién 1 en forma de la sal aceptable del mismo en la fabricacién de un
medicamento para el tratamiento de la infeccién por HIV.

NOTA INFORMATIVA: Conforme a la reserva del art. 167.2 del Convenio de Patentes Europeas (CPE) y a la
Disposicion Transitoria del RD 2424/1986, de 10 de octubre, relativo a la aplicacién del
Convenio de Patente Europea, las patentes europeas que designen a Espafia y solicitadas
antes del 7-10-1992, no produciran ningtn efecto en Espafia en la medida en que confieran
proteccion a productos quimicos y farmacéuticos como tales.

Esta informacién no prejuzga que la patente esté o no incluida en la mencionada reserva.
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